Oponentni posudek

na disertabni praci Mgr. René Endlichera — Studium imén energetického metabolismu
hepatocytii: piisobeni oxidaéniho stresu a trijodtyroninu.

Predklddané disertadni prace je &lenéna klasickym zplisobem na tivod a teoretickou
Cast o soucasnych znalostech studované problematiky, cile, uZité metody, vystedky, diskust,
zaveéry a seznam pouZité literatury. Rozsah disertace je 111 ¢islovanych stran, kde je zahrnuto
12 obrazkd v teoretické a metodické Casti, a dale 32 grafi a 2 tabulky, kieré dokumentuji
ziskané vysledky. Autor uvadi 193 citaci (pfedev§im zahraniéni) literatury. Celd prace je
uspofadana piehledné a graficka uprava dosahuje vysoké Grovné.

a) Aktudlnost zvoleného tématu

Autor fesil problematiku energetického metabolismu hepatocyti a isolovanych
jaternich mitochondrii. Zaméfil se na modelové oxidaéni poskozeni tercidlnim
butylhydroperoxidem (¢-BHP), ktery nepodléha odbouravani mitochondridlni kataldzou a je
proto vhodny pro hodnoceni poSkozeni bunék. V mitochondriich se predev§im zaméfil na
studium pord prechodné permeability (MTPT), jejichZ otevieni se povaZzuje za soucdst
mechanismt, které indukuji poSkozeni jaternich bunék a maji tak velice uzkou spojitost
s apoptosou a nekrosou bun&k. Déle autor sledoval v pokusech (in vitro 1 in vivo) ovlivnéni
metabolismu jaternich bunék hormonem §titné Zlazy, trijodtyroninem (13), o kterém je znamo,
Ze zvySuje aerobni metabolismus a je i odpovédny za zvysenou tvorbu kyslikovych radikald.

ProtoZe neni pochyb o Zivotné dileZité funkei jater v organismu a jejich oxidaénim
poskozeni v pribéhu metabolismu nejrizné]sich latek t€lu vlastnich i cizorodych, domnivam
se, Ze téma disertacni prace bylo zvoleno velmi vhodné.

b) Zvolené metody zpracovani

laboratote zaméfené na sledovani mechanismi hepatotoxického piisobeni oxidaéniho stresu
na izolovanych hepatocytech. Jiz publikované nalezy ové&foval na intaktnich (na kolagen
fixovanych) hepatocytech v primarni kultufe a na mitochondriich isolovanych z jater
laboratorniho potkana kmene Wistar. Pomoci stanoveni laktatdehydrogenasy posuzoval
poskozeni plasmatické membrany hepatocytt v primarnich kulturach. Produkty lipidovych
peroxidaci v médiu kultivovanych hepatocyti (a tim i stupenl oxidadniho poskozeni)
stanovoval spektrofotometricky jako mnoZstvi latek reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou.
Membranovy potencial mitochondrii méfil pomoci dvou fluorescencnich sond (Rhodaminu
123 a Safraninu) na fluorescenénim spektrofotometru. Pro méfeni respirace hepatocytil
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mitochondrii, autor pouZil na stanoveni bobtnani mitochondrii a hodnoceni funkce MPTP.
Statistickou vyznamnost ziskanych vysledki potvrdil ANOVA testem.
Pouzité¢ metody jsou adekvatni k ziskani odpovédi na polozené otazky.

c) Vysledky a ziskané nové poznatky

Vysledky jsou prezentovéany srozumitelnou formou. Kazda kapitola je €lenéna tak, aby
nilezy navazovaly na jednotlivé kladené cile. Tabulky i obrazky jsou umistény
k odpovidajicimu textu. Navazujici kapitola Diskuse je vécna a plné€ v souladu se zaméfenim
kapitoly, kde autor vlastni nalezy dava do souvislosti s nalezy ve svétové literature. Zavéry na
necelych dvou stranach shrnuji dosazené vysledky.
intaktnich hepatocytech v primarni kultufe. Potvrdil vysokou citlivost NADH-dependentnich
substratl respiraéniho fetézce vii¢i oxidaénimu poskozeni. Vliv ~BHP dale specifikoval na
mitochondriich isolovanych z jater, kde srovnal inhibice ¢tyt riznych NADH-dependentnich
substrati s FAD-dependentnim substritem sukcinatem. Zjistil, Ze nejcitlivéjSim substratem
k plisobeni -BHP byl jednozna¢né& palmitylkarnitin. Zcela novou metodu (derivaci klasickych
kiivek) autor rozpracoval a pouzil pro hodnoceni funkce MPTP. Autor ziskal velké mnoZstvi
piesnych adajti o vzajemném plsobeni Ca®’, PO, Cyklosporinu A a +~BHP na fungovani
MPTP. Prokazal rovnéz aktivaéni pisobeni podaného T; (v pokusech in vitro a in vive) na
MPTP. Pfi srovnani fungovani MPTP v mitochondriich dvou riiznych tkéani (jater a srdce)
uril vyznamny rozdil v citlivosti téchto tkani na koncentraci Ca”", kdy? ukdzal 7x vy&i
rychlost bobtnani u jater.

Autor fe§il aktudini téma poSkozeni jaterni tkan& lipidovou peroxidaci. Je proto
ziejmé, 7e kazda ziskana informace vtéto oblasti je dulezitd a pfispiva k detailn&$imu
poznani viech zifastnénych mechanismii i moZné napravé patologickych projevi. Cést
ziskanych vysledkl jiz byla publikovana (viz autoreferat), a pro$la tak recenznim fizenim.
Proto je ma tloha oponenta disertaéni prace zna¢né usnadnéna.

dj} Splnéni vytcenych cili
Cile prace autor rozdélil do Sesti specifickych bodii, které postupné plnil v logickém
sledu. Tyto cile byly dale rozpracovény do jednotlivich podkapitol vysledkt a diskutovény.
Domnivam se, Ze konkrétni Gkoly, které si autor polozil, byly splnény.

K ptedloZené praci mam nasledujici pfipominky a dotazy.

e Autor optimalizuje turbidimetrickou metodu pro mefeni bobtndni mitochondrii
tim, 7e primarni data kiivek derivuje. Chybi mné& alespoil jedna ukazkova tabulka
s uvedenymi konkrétnimi daty (pocatek nastupu bobtndni po pfidani Ca”,
maximalni rychlost bobtnani) odedtenymi ztéto derivované kiivky. V piipadé
grafu 14 nevidim vyhodu derivované kiivky.

e Vkapitole 5.4.2.2. Viiv PO, na funkci MPT (str. 69) se autor zmifiuje o ptidaném
chelata¢nim ¢inidle EGTA, ale v popisu ke grafu 14 (str. 70} je uvedena EDTA.

Podobné zaména (EDTA misto EGTA) je patrné i na str. 62.



o VKkapitole 5.4.4. Tkdiovd specifita citlivosti MPTP viici Ca’* autor porovnavé
citlivost mitochondridlnich porti pfechodné permeability jater a srdce. V metodach
viak isolace srde¢nich mitochondrii zminéna neni. Provadéla se obdobné a ve
stejnych roztocich jako isolace jaternich mitochondrii? ZkouSel autor pfipravit a
porovnat mitochondrie je$té z n&jaké dalsi tkane€? Pokud ano, s jakym vysledkem?

e Vytknout bych pouze chtéla anglické popisky u obrazkl v teoretické asti prace,
protoZe vSechny uvadéné anglické nazvy maji rovnéZ ceské ekvivalenty. I kdyZz se
Casto jedna o prevzaté obrazky, doporucovala bych v disertaéni praci v Cestiné
popisky rovnéz v esting.

Autor jednoznaéné prokazal, Ze méa hluboké teoretické znalosti i schopnost samostatné
védecké prace. Doporucuji proto diserta¢ni praci Mgr. René Endlichera k obhajobé.

V Praze dne 26. kvétna 2010 MUDr. Hana Rauchova, CSc.

Fyziologicky ustav, v.v.i.
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